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Description 

[0001] La presente invention concerne une methode 
de diagnostic et/ou de suivi de revolution de divers ty- 
pes de cancers, parexemple apres un traitementdechi- 
miotherapie ou apres une operation. 
[0002] On sait que le diagnostic et le suivi de revolu- 
tion des cancers sont effectues, a part ('observation et 
I'examen direct de tumeurs, par analyse de biopsies ou, 
dans le cas de cancers du sang, de la moelle osseuse, 
ce qui implique soit une intervention chirurgicale, soit un 
test invasif du type biopsie ou aspiration medullaire. Or, 
en plus du caractere desagreable, voire dangereux, 
pour les patients de telles methodes, il a ete constate 
qu'elles pouvaient en outre etre peu precises. En ce aui 
concerne le cancer du sein, de grands efforts sont faits 
pour developper le test de detection par mammogra- 
phie. Bien que plusieurs etudes indiquent que la mam- 
mographie de masse peut etre une strategic utile pour 
reduire la mortalite due au cancer du sein, cette metho- 
de comporte un certain nombre de desavantages. Par- 
mi ceux-ci, il faut relever un fort taux de faux positifs, 
des faux negatifs frequents et d'enormes depenses pour 
I'Etat. Ainsi, lorsque les avantages et les desavantages 
sont compares, il n'est pas surprenant que cette forme 
d'examen ait engendre des debats contradictoires ani- 
mes depuis vingt ans. 

[0003] Le but de cette invention consiste done a four- 
nir une methode de diagnostic et/ou de suivi de revolu- 
tion de divers types de cancers qui soit d'une part plus 
precise et plus fiable, et d'autre part qui soit plus facile 
a realiser et n'impliquant pas de test invasif sur les pa- 
tients. 

[0004] La methode de diagnostic et/ou suivi de revo- 
lution de cancers, objet de I'invention et visant a attein- 
dre le but precite, comprend I'analyse du composant ri- 
bonucleique (ARN) de la ribonucleoproteine telomerase 
dans le plasma ou le serum sanguin. 
[0005] La telomerase est une enzyme de nature ribo- 
nucleoproteique qui synthetase des sequences repetees 
telomeriques sur les terminaisons des chromosomes. 
Les telomeres protegent les extremites des chromoso- 
mes, et a chaque division cellulaire les telomeres se rac- 
courcissent. La telomerase utilise pour synthetiser ces 
telomeres un ou deux segments de son composant 
ARN en tant que matrice. 

[0006] L'activite de cette enzyme est devenue un in- 
dicateur etabli pour le diagnostic et le pronostic de la 
plupart des tumeurs cancereuses. ^expression de 
TARN de telomerase humaine (hTR) ou de renzyme de 
transcriptase inverse de TARN telomerase (hTERT) a 
ete determinee lors de la progression de plusieurs es- 
peces de tumeurs, ce qui a permis d'etablir une corre- 
lation entre cette expression (la quantite d'ARN) et l'ac- 
tivite de la telomerase. La plupart des cancers et des 
lignees cellulaires immortalisees ont une forte activite 
telomerasique, reflet d'un mecanisme echappant aux 
regulations normales de vieillissement. 



[0007] Or, et bien que les composants ARN de la te- 
lomerase soient des composants cellulaires, il a ete 
constate que, de maniere surprenante, ces composants 
se retrouvaient egalement sous forme extra-cellulaire 

5 dans le plasma ou le serum sanguin. 

[0008] En effet, les presents inventeurs ont mis en 
evidence la presence de hTR et de hTERT dans le plas- 
ma ou le serum sanguin de personnes souffrant notam- 
ment de cancers du sein, de I'ovaire, de I'estomac ou 

10 du colon, alors que ces produits sont absents dans le 
sang de personnes saines. Contrairement aux divers 
marqueurs d'acide desoxyribonucleique (ADN) deja re- 
trouves dans le plasma ou le serum, tels les mutations 
du gene ras ou p53 ou les nombreux microsatellites de 

*s la litterature, les composants ARN de la telomerase 
semblent pouvoir etre employes pour toutes les sortes 
de tumeurs. II s'agit d'un marqueur plasmatique ou se- 
reux general pour le cancer. Ainsi pour la plupart des 
cancers, le laux de serums porteurs de composants 
20 ARN de la telomerase est plus important que celui ob- 
tenu par les autres marqueurs d'acides nucleiques em- 
ployes jusqu'a maintenant. 

[0009] Plus particulierement, la methode de diagnos- 
tic selon I'invention consiste a extraire I'ARN du plasma 

25 ou du serum sanguin, a purifier et a amplifier cet ARN, 
puis a etablir la presence et optionnellement la quantite 
de produit de reaction polymerase en chame reverse 
(RT PCR) representant les composants hTR ou hTERT, 
ceci de maniere comparative entre le plasma ou le se- 

30 rum d'une personne presumee malade et celui d'une 
personne en bonne sante. 

[0010] Les produits d'amplification PCR des compo- 
sants ARN transcrits en ADN grace a la RT PCR sont 
mis en evidence et le cas echeant quantifies par exem- 
35 pie en utilisant des methodes a coloration sur gel. Cette 
analyse peut egalement se faire differemment sur 
d'autres gels ou sans gel par technique immunologique 
radioactive (RIA), par ELISA (Enzyme Linked Immuno- 
sorbent Assay ou par test microchips (gene array). Une 
amplification quantitative sur Taq Man (Perkin Elmer 
Biosystem) ou sur capillaires Light Cycler (Hofmann-La 
Roche) ameliore la precision de la detection du hTR et 
du hTERT. 

[0011] Dememe.toute technique d'extraction, depu- 
45 rification et d'amplification de I'ARN dans le plasma ou 
le serum peut etre employee. 

[0012] La presente invention sera maintenant illus- 
tree de maniere non limitative par I'Exemple qui suit, re- 
latif au diagnostic des cancers du sein. Toutefois, il con- 

50 vient de constater que ia portee de la presente invention 
n'est en aucune maniere limiteeau diagnostic decetype 
de cancer. Des tests preliminaires ont en effet demontre 
egalement la presence de hTR et hTERT dans le serum 
de patients atteints notamment de cancers ovariens ou 

55 gastro-intestinaux. On peut en conclure d'ores et deja 
que les hTR et hTERT du plasma ou du serum sont a 
meme de constituer des marqueurs generaux de nom- 
breux types de cancers. 
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Exemple 

Diagnostic du cancer du sein par detection de hTR ou 
de hTERT dans le plasma ou le serum sanguin 

[0013] Des echantillons de sang (2-3 ml) ont ete pre- 
leves preoperativement sur 18 patientes, porteuses de 
petites tumeurs cancereuses du sein (T1 ou T2) encore 
differenciees (G1 ou G2) et en principe sans nodules 
cancereux ni metastases. Les echantillons ont ensuite 
ete centrifuges a 900 g pendant 15 minutes a tempera- 
ture ambiante et le serum recueilli. Une secondecentri- 
fugation a 900g pendant 15 min. a ete effectuee pour 
se debarrasser de tous debris. Les echantillons de se- 
rum ont ete conserves a -70°C. 

[0014] L'extraction de TARN a ete effectuee en utili- 
sant une technique usuelle et un kit commercial ("SV 
Total RNA Isolation System" de la societe Promega Wl, 
USA), selon les instructions du fournisseur. Par rapport 
a ces instructions une modification a ete apportee, con- 
sistant plus particulierement en I'adjonction de 1 75 |il 
de tampon "SVRNA Lysis" directement a 100uJ de se- 
rum ou de plasma frais (ou du moins n'ayant pas ete 
dcgele plus d'une fois). 

[0015] Detection de hTR, de hTERT et du rRNA (RNA 
de reference) au moyen de la PCR par transcriptase re- 
verse (RT-PCR) : 

[0016] Pour la detection de la presence et de la quan- 
tity de hTR et de rRNA, on a utilise un kit Qiagen (One 
Step RT-PCR). 1 mg d'ARN de serum a ete introdurt 
dans un melange reactionnel de 25 uJ RT-PCR conte- 
nant 400p.M de chaque dNTP, omniscript ™ reverse 
transcriptase, sensiscript ™ reverse transcriptase, hot- 
start Taq™ DNA polymerase et 0,15uJVI d'amorce (pri- 
mer) a savoir pour hTR (sens) GAAGGGCGTAG- 
GCGCCGTGCTTTTGC et (antisens) GTTTG CTCTA- 
GAATGAACGGTGGAAGG. Le melange a ete incube a 
50°C pendant au moins 30 min. pour la transcription re- 
verse, puis a 95°C pendant 15 min. pour activer la "hot- 
start Taq ™ DNA Polymerase", et 50 cycles a 94°C pen- 
dant 30 sec, a 65°C pendant 1 min., a 72°C pendant 1 
min., avec une extension finale a 72°C pendant 1 0 min. 
[0017] Les memes conditions de RT-PCR ont ete uti- 
lisees pour la detection de hTERT, avec toutefois une 
concentration d'amorce de 0,3 jiM, les amorces etant 
les suivantes : (sens) TGACACCTCACCTCACCCAC 
et (anlisens) CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC. 
[0018] En ce qui concerne le RNA de controle, le 
GAPDH et les memes conditions que pour hTR ont ega- 
lement ete employees, avec une concentration d'amor- 
ce de 0,3 jxM; les sequences de I'amorce GAPDH etant 
les suivantes : (sens) CGGAGTCAACGGATT- 
TGGTCGTAT et (antisens) AGCCTTCTCCA- 
TGGTGGTGAAGAC. 

[0019] Toutes les sequences d'acides amines men- 
tionnees ci-dessus a titre d'exemples d'amorces sont 
connues en tant que telles, et peuvent par exemple etre 
consultees sur le site Internet de la Genome Database 



(http://www.gdb.org/). 

[0020] La PCR a donne un produit d'amplification de 
111 bp pour le hTR, de 95 bp pour le hTERT et de 306 
bp pour GAPDH du RNA de controle. Ce resultat a ete 
5 analyse a 55°C sur gels "Elchrom Scientific S-50" (El- 
chrom Scientific, Cham, Suisse), colore au "SYBR-gold" 
(Molecular Probe, Eugene, OR, USA) pendant 45 min., 
decolore 2 fois pendant 30 min. dans de I'eau deionisee 
a temperature ambiante et dans I'obscurite. 

10 

Resultats : 

[0021] En mettant en oeuvre la technique decrite ci- 
dessus, il en resulte qu'il est effectivement possible de 
15 detecter un produit PCR issu de TARN de reference 
dans tous les echantillons analyses. Quantitativement, 
tous les echantillons sont semblables, qu'ils provien- 
nent du serum d'une personne saine ou de celui d'une 
personne malade. 

[0022] En ce qui concerne le produit d'amplification 
obtenu avec les amorces specifiques de I'hTR, seul 
I'ARN provenant de patientes souffrant d'un cancer du 
sein s'est revele positif dans 25% des cas. Quant a 
I'autre composant ARN de I'enzyme, hTERT, il a ete de- 
tects dans 22% des serums des patientes malades. La 
combinaison des deux marqueurs a done permis de de- 
tecter un cancer du sein dans 45% des cas; ce taux est 
clairement superieur a celui que Ton peut obtenir avec 
les techniques actuellement connues, lequel depasse 
rarement environ 30%. Par contre, les deux compo- 
sants ARN de la telomerase sont absents des serums 
de controle (personnes saines). 



Revendications 

1. Methode pour le diagnostic et/ou le suivi de revo- 
lution de cancers comprenant I'analyse des compo- 
sants ARN de I'enzyme telomerase presents dans 
le plasma ou le serum sanguin. 

2. Methode selon la revendication 1 , caracterisee par 
le fait qu'on extrait de I'ARN du plasma ou du se- 
rum, qu'on purifie et qu'on amplifie cet ARN, puis 
qu'on analyse les composants ARN de la telomera- 
se. 

3. Methode selon la revendication 2, caracterisee par 
le fait que I'ARN est amplifie par la technique de 
transcriptase reverse en chaine (RT-PCR). 

4. Methode selon la revendication 3, caracterisee par 
le fait que les composants analyses sont hTR, 
hTERT et un RNA de reference correspondent a 
I'expression d'un gene codant. 

5. Methode selon la revendication 4, caracterisee par 
le fait que lesdits composants sont analyses par 
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coloration sur gels, par technique immunologique 
radioactive (RIA), par test enzyme linked immouno- 
sorbent (ELISA) ou par test microchips (gene ar- 
ray), et eventuellement soumis a une quantification. 

5 

6. Methode selon la revendication 5, caracterisee par 
le fait que la quantification des composants est ef- 
fectuee sur "Taq Man" ou sur capillaires "Light Cy- 
cler". 
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